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Description 

La presente invention a pour objet un procede d'immobilisation d'un fragment d'acide nucleique sur un support 
solide, le support solide ainsi obtenu et son utilisation notamment dans les m6thodes de detection de sequences cibles 

s comportant une sequence complementaire de la sequence immobiiisee. 

On sait que Tune des proprietes des acides nucleiques est ia possibility d'interagir avec une sequence comple- 
mentaire par rintermediaire de liaisons hydrogenes et de former un hybride selon les lois d'appariement connues, 
c'est-S-dire A-T, G-C pour I'ADN et A-U, G-C pour I'ARN. 

Sur la base des proprietes des acides nucleiques, des techniques ont ete d6velopp6es permettant de mettre en 

io evidence et de quantifier, dans un echantillon a analyser, un acide nucleique appele cible. Ces techniques peuvent 
etre divisees en deux grands groupes : les techniques dites de detection directe telles que celles d^veloppees par 
SOUTHERN. E. M. (J. Mol. Biol., 98, 503, (1975)) et la technique dite "Dot-blot" (MAN I ATI S et al., Molecular Cloning, 
Cold Spring Harbor, (1982)) pour la detection d'ADN, selon lesquelles I'ADN cible est depose sur un film de nitrocel- 
lulose, de nylon ou un melange de nitrocellulose et de nylon et on utilise pour la detection une sequence nucleique 

is determined, appelee sonde de detection, marquee par tout marqueur connu tel que marqueur enzymatique, chimique 
ou radioactif. Ainsi, lorsqu'il y a compiementarite entre la sequence nucleique de la cible et !a sequence nucleique de 
la sonde de detection, il se forme un hybride stable et apres une 6tape de lavage pour eliminer la sonde de detection 
non appariee, on peut quantifier la cible dans Techantillon. Une autre technique de detection directe est la technique 
dite "NORTHERN" identique dans la pratique k la technique dite "SOUTHERN" mais utilised pour mettre en evidence 

20 et quantifier I'acide ribonucieique. Une modification k ces techniques sont les techniques dites indirectes telles que la 
technique sandwich ou "Reverse Dot". Selon cette technique, on utilise une premiere sonde nucleotidique, appelee 
sonde de capture, fixee sur un support solide qui sert k capter le gene ou fragment de gene k detecter dans Techantillon. 
La cible peut avoir ele marquee au prealable (le plus souvent par un haptene ou par une modification chimique). Dans 
ce cas on effectuera une detection appropriee. Si la cible n'est pas marquee, on peut alors ajouter une deuxieme sonde 

25 dite sonde de detection, complementaire d'une autre region de la cible, qui permet la detection par rintermediaire d'un 
marqueur tel qu'un marqueur radioactif, enzymatique ou chimique (voir par exemple DUNN A.R. et HASSEL J. A, Cell, 
12,23 (1977); RANK! M. et al., Gene, 21,77 (1983) ; PALVA A. et al., FEMS Microbiol. Lett. 23,83 (1984) ; POLSKY- 
CYNKI R. et al., Clin. Chem., 31 ,1438 (1 985)). 

Toutes ces techniques necessitent I'immobilisation d'un fragment d'acide nucleique sur un support solide.- La m§- 

30 thode la plus communement utilised pour lier un fragment d'acide nucleique k un support est de I'attacher par diverses 
interactions non covalentes. Les desavantages de cette mettiode resident dans le fait qu'une partie de I'acide nucleique 
est immobilised directement sur le support et que seule une petite partie du fragment d'acide nucleique reste disponible 
pour I'hybridation. Ces desavantages sont amplifies lorsqu'on utilise des fragments d'acide nucleique relativement 
Courts, par exemple inferieurs k 100 nucleotides. Ce probleme se pose notamment lorsque Ton veut detecter des 

35 mutations gen6tiques et des polymorphismes. Pour cela, on utilise des sondes nucleiques de synthase comprenant 
environ 15 k 20 nucleotides qui s'hybrideront aux cibles k detecter seulement s'il y a une compiementarite parfaite. 
Dans la plupart des cas, le mesappariement d'une simple paire de base est suffisant pour empecher la formation d'un 
complexe sonde-cible stable, dans des conditions prealablement choisies. 

Des solutions ont et6 proposees pour pallier ces inconv6nients, parmi lesquelles celle notamment preconis6e par 

40 SAIKI R.K. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, vol. 86, pp. 6230-6234, aoOt 1989, qui consiste k coupler k I'extr6mite 3' 
d'un oligonucleotide ou sonde une queue poly(dT) de 400 bases et k immobiliser Poligonucl6otide par IMntermediaire 
de cette queue poly(dT) sur un filtre de nylon par exposition k des rayons ultraviolets, de facon k coupler par covalence 
les bases thymines aux amines primaires presentes dans le nylon. 

Cependant, cette solution n'est pas entierement satisfaisante parce qu'elle presente des probiemes de specificite. 

<5 En effet, les bases thymines de I'oligonucieotide peuvent 6galement r6agir, sous rayonnement U.V., avec le support, 
ce qui implique une diminution de I'efficacite d'hybridation. Ce probleme est partiellement r6solu, comme decrit dans 
la publication, par ['utilisation d'une queue tres longue (400 bases) mais alors, la sonde, en masse , devient tres infe- 
rieure k la queue, ce qui diminue d'autant le taux de greffage en moles/g de papier. De plus, la fabrication d'une sonde 
avec une queue d'aussi grande taille pose des probiemes ^industrialisation. 

50 Une autre solution preconisee est celle decrite dans la demande de brevet WO 88/01302 qui consiste k coupler 

k I'extremite terminale d'un oligonucleotide un ligand, tel qu'un aminoalkyle, et k attacher Pextremite libre de ce ligand 
sur un support solide, tel que polystyrene ou analogues, par formation d'une liaison covalente. Bien que cette m6thode 
permette d'assurer une fixation stable de I'oligonucieotide, elle n'en demeure pas moins difficile k mettre en oeuvre 
techniquement car elle necessite une etape d'activation du support pour cr6er k la surface de celui-ci une fonction 

55 reactive d6termin6e capable de former une liaison covalente avec la fonction reactive portee k I'extremite du ligand. 

On a maintenant trouve un nouveau procede qui pallie les inconvenients ci-dessus mentionnes, de mise en oeuvre 
simple et qui assure une excellente reproductible. 

La presente invention a pour objet un procede d'immobilisation par fixation passive non specifique, sur un support 
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sohde, d'un fragment d'acide nucleique comportant moins de 100 nucleotides (notamment moins de 50 nucleotides et 
en particulier moins de 30 nucleotides), dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous la forme d'un derive 
resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moleculaire inferieure a 5000 et com- 
prenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas susceptible de reagir sur ledit support 
avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit depot, etant entendu que lorsque ledit ligand est un 
nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide qui a ete modifte de facon a porter ledit groupement 
fonctionnel polaire. 

On entend par "fixation de facon passive" une fixation due a des forces autres que des forces de liaison covalente 
Dans des modes de realisation particuliers, le procedS de Invention peut encore presenter les caractenstiques 
suivantes, prises isolement ou, le cas echeant, en combinaison : 

- ledit groupement fonctionnel estchoisi parmi les groupements amine, hydrazino, hydrazono, imino, azido, triazeno, 
triazano, amide eventuellement substitue\ semicarbazono, carbamoyle, cyano, carboxy, hydroxy, alkylthio ' 
arylthio , sulfamoyle, thiophosphate ; 

- ledit groupement fonctionnel polaire est choisi parmi les groupements amine (primaire.secondaire ou tertiaire) 
hydroxy, alkylthio et arylthio ; 

- ledit groupement amine est choisi parmi les groupements amino.amino mono ou disubstitue(le ou les substituants 
etant choisis parmi les groupements alkyle ou aryle eventuellement substituSs), amidino, guanidino triazinvle 
indolyle et imidazolyle ; 

- ledit ligand comprend au moins un groupement hydrophobe ; ledit groupement hydrophobe est choisi notamment 
parmi les groupements hydrocarbones eventuellement insatur§s ayant de 2 a 30 atomes de carbone ; le ou les 
groupements hydrocarbones peuvent etre choisis notamment parmi les groupements alkyle, alkylene, alcenyle et 
alcenylene, les groupements aryle et arylene et les groupements alkyle, alkylene, alcenyle ou alcenylene even- 
tuellement interrompus ou substitu£s par au moins un groupement arylene ou aryle ; le ou les groupements hy- 
drophobes peuvent etre substitues par ledit ou lesdits groupements fonctionnels polaires ; 

- le ligand est de preference lie a un nucleotide terminal de la sequence immobilisee, en particulier a I'extremite 3' 
et 5' de ladite sequence, ou encore lie a la base (thymine, cytosine, etc..) dudit nucleotide terminal ; le ligand peur 
Sgalement etre lie a une base d'un nucleotide non terminal , ou au phosphore d'une liaison intranucleotidique ; 
ledit ligand comprend un groupement choisi parmi : 

- les groupements de formule (I) : 



po-z-o-poz 



( I ) 

dans laquelle n est zero ou un nombre entier de 1 a 30, 

les groupements 2 sont choisis parmi les groupements alkylene ou alcenylene ayant 2 a 30 atomes de carbone 
2' est un groupement alkyle ou alcenyle ayant 2 a 30 atomes de carbone, X et X' represented independamment 
-0-M+ -S-M+ ou un groupement alkyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M+ etant un cation alcalin ou 
NH 4 + 6tant entendu que Tun au moins des groupements 2 et/ou Z est substitue par un groupement fonctionnel 
polaire ou par un groupement portant un groupement fonctionnel polaire ; 
les groupements de formule (II) : 
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dans laquelle n, Z et Z' sont definis comme prec6demment, 
et les groupements de formula (III) : 



(III): 



dans laquelle L t est un reste peptidyle (dont la valence libre est liee par exemple k I'extremitS N-terminale ou C- 
terminale), ledit reste peptidyle comprenant au moins un motif derive d'un acide amine" comportant une chaine 
laterale substitute par un groupement fonctionnel polaire ; 
10 - ledit ligand repond k la formula (I), n etant zero ou un nombre entier de 1 k 10, Z est un alkylene ayant de 2 k 12 
atomes de carbone, et Z' est un alkyle ayant de 2 a 12 atomes de carbone, Tun au moins des groupements Z et 
Z' etant substitue par au moins un groupement amine,hydroxy ou hydrazino ; en particulier, n = O et X represente 
0-M+ ; 

- ledit ligand repond k la formule (II) avec n = O, et T represente un groupement alkyle ayant 3 & 12 atomes de 
15 carbone, substitue* par au moins un groupement amine ; ledit groupement alkyle est en outre substitue* par au 

moins un groupement hydroxy ; 

ledit ligand repond k la formule (II) avec n = 1 , Z represente un alkylene ayant au moins 2 atomes de carbone et 
Z' represente un groupement alkyle substitue par au moins un groupement amine ; 

- ledit ligand repond k la formule (III), et ledit acide amine comportant une chaine laterale substitute est choisi parmi 
20 la lysine, I'arginine, I'ornithine, la glutamine, I'asparagine, la serine, la threonine, la tyrosine, I'histidine et le tryp- 
tophane. 

Le compost de formule generale (III) est par exemple un peptide tel que represents respectivement par les 
sequences : 

25 

(KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 k 15 

- KIEPLGVAPTKAKRRWQREKR 



Le terme "fragment d'acide nucleique" tel qu'utilise dans la presente invention, signifie un fragment d'ADN ou 
30 d'ARN naturel ou un oligonucleotide naturel ou de synthese ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthese non modifie 
ou comprenant une ou plusieurs bases modifiees telles que Pinosine, la mtthyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino- 
5-dtsoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxy uridine ou toute autre base modifite per- 
mettant I'hybridation, le fragment d'acide nucleique pouvant ttre simple brin ou double brin. 

Le terme "support solide" tel qu'utilist ici inclut tous les mattriaux sur lesquels peut etre immobilise un fragment 
35 d'acide nucleique pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en chromatographie d'affinite et dans des proces- 
sus de separation. Des mattriaux naturels, de synthese, modifies ou non chimiquement peuvent §tre utilises comme 
support solide , notamment les polysaccharides tels que les mattriaux de cellulose, par exemple du papier, des derivts 
de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymeres tels que polychlorure de vinyle, polye- 
thylene, polystyrenes, polyacrylate ou copolymeres tel que polymere de chlorure de vinyle et de propylene, polymere 
40 ' de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymeres k base de styrenes ; des fibres naturelles telles que le coton 
et des fibres synthetiques telles que le nylon. 

De preference, le support solide utilise dans la presente invention est un polymere de polystyrene, un copolymere 
butadienestyrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres 
choisis parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile ou styrene- mtthacrylate de methyle, les polypro- 
45 pylenes, les polycarbonate ou analogues. Avantageusement, le support de la presente invention est un polystyrene 
ou un copolymere k base de styrene comprenant entre environ 10 et 90 % eri poids de motifs de styrene. 

Le support solide selon Pinvention peut etre, sans limitation, sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une 
feuiile, d'un c6ne, d'un tube, d'un puits, de billes ou analogue. 

Le terme "agent de couplage", tel qu'utilise* ici designe une molecule cbntenant au moins deux "extremites" ou 
50 groupements rtactifs. L'agent de couplage peut §tre homobifonctionnel ou htterobifonctionnel. 

Les ligands utilises dans la presente invention, et donnes ici k titre d'exemple, peuvent etre des composts dispo- 
nibles dans le commerce ou des composts synthttists selon des mtthodes connues en soi. 

L'invention a tgalement pour objet un support sur lequel est immobilise par fixation passive un fragment d'acide 
nucleique (tel que defini prtctdemment), ce support ttant caracttrist par le fait qu'il peut etre obtenu selon le procedt 
55. decrit ci-dessus. Un tel support peut etre utilise notamment dans diverses techniques telles que celles des tests de 
diagnostic et celles de la chromatographie d'affinitt. L'invention concerne tgalement I'utilisation d'un tel support dans 
un proctde de detection ou de purification, selon les techniques connues, d'une cible nucltotidique contenant une 
sequence compltmentaire de celle du fragment d'acide nucltique immobilise : en particulier, ce fragment immobilise 
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peut §tre employe comme sonde de capture. 

Les exemples suivants illustrent ^invention sans toutefois la limiter. 

Exemple 1 : ligands phosphoramidites : 

Les composes disponibles dans le commerce utilises dans la presente invention sont listes dans le tableau 1 ci- 
apres * 



10 



TA BLEAU I 



15 



20 



25 



Formule 



CT,4>NH<CHJ.OP 



\ 



OCH, 



NfisoPrk 



MMTrNH*(CHJ t2 0;p/ 



O-fCH^-CN 



N (isoPr) 2 



Fournisseur 



ref 



Applied Biosystems 400808 



ClontechLablnc 5206-1 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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MMTrNH(CR 



0(CH,) 2 -CN 



N (isoPr), 



GlenRescarch 10-1903 



(Ph),-C-S(CH,),-0-P 



/ 
\ 



O-tCH^CN 



N(isoPr), 



Clontcch Lab Inc 5211-1 



9a 



DMTr-CMCHjkSO-fCH^-O-P. 



/ 



N{isoPr) 2 



Clontcch Lab Inc. 5210-1 



10 



Fmoc-NH-CHjCH-CHjO-DMTr 



op 



N(isoPr) 8 



Clontech Lab Inc. 5203-3 



nh-(ch 8 ),nhJ-cf, 



DMTP — i 



O-P 



/ 
\ 



0(CH 2 ) a -CN 



N(isoPr), 



GleiiResearch 101039 



11 
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10 



is 



20 



35 



40 



45 



o o 

NH-(CHJ 2 -NHC-(CHj) s -NH-C-CF, 



DMTP — i 




0-(CH 2 ) 4 -CN 
N(isoPr) 2 

lz Cytolab 2599-01 



CHj-NH-Fmoc 

I 

13 CPGtCMO^^ODMT, CtacchUbhc 5221-1 



25 DMTr = dimethoxytrityle 

MMTr « monomethoxytrityle 

Fmoc = fluorenyl-9-methoxycarbonyle 
gg CPG " billes de verre & porosite contrfilee 

LCAA - longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 

D'autres ligands phosphoramidites prepares par la demanderesse sont respectivement synthases selon les pro- 
tocoles decrits ci-dessous ■ 



a, nS^T Un de 1 00 m ' pUfg6 k '' ar9 ° n 80,11 m<§lan 9 6s 2 9 d'octanediol-1 ,8 (commercialise par la society 
ALDBICH 0-330-3), 0.OB4 g de dimethyl-4 aminopyridine, 1 ,9 ml de triethylamine dans 20 ml de pyridine anhydre 
Puis 3 g de chlorure de dimethoxy-4,4' triphenylmethyle dans 1 5 ml de pyridine sont additionnes en 30 min Apres 

IT H a , Ctim S ° US a9rtati ° n ' b r6action est bloqu6e par 10 ml de m ^nanol. Apres extraction par un melange 
achate d ethyle, tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7. la phase organique est sechee sursulfate de sodium 
puis punf.ee sur colonne de silice par un melange de C^CVmethanol/triethylamine selon les proportions 
suivantes : 98/1/1. 

Les fractions contenant un produit dont le facteur de retention (Rf ) est egal k 0,47 sont melangees et concentrees 

Tnl Tr!' 9 de CG Pr ° duit S§Che sont mis en solution dans 4 ml de CH 3 CN anh ydre avec 4,7 ml de tetrazole 
a 0,5 M dans CH 3 CN. La solution est ajoutee goutte k goutte dans 0,5 g de cyanoethyl-2 N.N.N'.N'-tetraisopro- 
py Iphosphoro-diamidite (commercialise par la societe ALDRICH sous la reference 30-599-5) dans 6 ml de CH,CN 
Apres 30 minutes de reaction, la phase organique est centrifugee. Le sumageant est purifie par chromato- 
graphy sur couche mince sur colonne de silice en utilisant un melange A compose d'hexane/acetate d'ethyle/ 
tnethylamme respectivement selon les proportions 60/35/5. Les solutions contenant le produit souharte sont re- 
60 groupees et concentr6es. 

Le compose obtenu est le compose reference 1 represent par la formule generale IV ci-dessous dans laquelle 
DMTr represente le dim&hoxytrityle. 



55 
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20 



25 



40 



45 



50 



0(CH^CN 
DMTrO(CH a ) g O-P^ 

N(isoPr) 2 



( iv ) 



Le emplacement chimique en RMN (resonance magn&ique nucl6aire) du 31 P du compose" 1 est de 148,40 
10 ppm et son facteur de retention (Rf) dans le melange A est de 0,77. Les defacements chimlques en RMN sont 

donnas par rapport k H 3 P0 4 k 85 %. 

b) - 210 mg de benzy!oxy-2-6thano! (commercialise" par la society ALDRICH sous la reference 25286-7) an- 
hydre dans 10 ml de t6trazole k 0,25 M dans CH 3 CN sont additionnSs goutte k goutte dans 3 ml de CH 3 CN 
15 contenant 600 mg de cyano-2 N.N.N'.N'-tetraisopropyl phosphorodiamidite. 

Apres 1 heure de reaction sous agitation, centrifugation pour 6liminer le pr6cipite\ la phase organique est 
concentre et puriftee par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice par un melange B hexane/ 
acetate d'ethyle/triethylamine respectivement selon les proportions 50/45/5. 

Le compose" obtenu est le compost reference 2 repr6sente" par la formule g6n6rale V ci-dessous. 



^ CKCH^CN 



\ 



Les caract6ristiques du compost 2 sont les suivantes : 
30 RMN 31 P (ppm) = 148,57, Rf = 0,85 dans le melange B.Les deplacements chimiques en RMN sont donn6s par 

rapport k H 3 P0 4 k 85%. 

c) - On utilise un protocole identique k celui d§crit pour la synthese du compost 2 en utilisant comme produit 
de depart du ph£nyl-6-hexanol-1 (commercialism par la soctete ALDRICH sous la reference 33361-1). 
35 Apres 1 heure de reaction sous agitation, centrifugation pour Sliminer le pr6cipite\ la phase organique est 

concentre et puriftee par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice en utilisant un melange C 
compose" d'hexane/acetate d'6thyle/tri6thylamine respectivement selon les proportions 70/25/5. 
Le compose" obtenu est le compose" reference" 3 represents par la formule g§n§rale VI ci-dessous : 



OfCH^CN 

(CHJ,-0-P^ 

N(isoPr) 2 

( VI ) 



Les caract6ristiques du compost 3 sont les suivantes : 
RMN 31 P (ppm) = 148,40, Rf = 0,70 dans le melange C. 



d) - On utilise un protocole de synthese identique k celui dScrit pour le compose 2 en utilisant comme produit de 
depart l'hexanol-1 (commercialism par la societe" ALDRICH sous la reference H 1330-3). La reaction n'est pas 
suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31 P. La reaction est stopple apres disparition du 
bisphosphoramidite de depart (5 31 P = 128,18 ppm). Le compose obtenu est le compose* reference" 4 represents" 
55 par la formule generate VII ci-dessous et est utilise brut apres filtration sur Millex (designation commerciale) 0,45 

jim. 
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OCCH^N 

(CH 5 )-(CH ? ) 5 -0-P ^ 

N(isoPr), 

( vii > 

Le deplacement chimique en RMN du 31 P est egal a 148,37 ppm. 

e) On utilise un protocole de synthese identique a celui decrit pour le compose 2 en utilisant comme produit de 
depart le dimethylamino-3 propanol-1 (commercialise par la societe ALDRICH sous la reference D1 4440-1) La 
reaction n'est pas suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31R La reaction est stoppee 
apres disparition du bisphosphoramidite de depart (ga^P = 128,18 ppm). Le compose obtenu peut etre utilise brut 
apres filtration sur Millex (designation commerciale) 0,45 um 

f) On utilise un protocole de synthese identique a celui decrit pour le compose 2 mais en utilisant comme produit 
de depart un N-methyl aminoalcool tel que le (methylamino)-2 ethanol(commercialise par la societe ALDRICH 
sous la reference 23966-6). 

EXEMPLE 2 : Synthese d'un bras thiophosphate a I'extremite 5' de ("oligonucleotide 

Une solution de 15,02 g d'hydroxy-3 proprionitrile (10 992-4 Aldrich) dans 40 ml de THF anhydre et 26 ml de N 
• dlls °P ra Pylethylamine (Aldrich D 12580-6) est refroidie a - 10" C. 10.10 g de dichloro(diisopropylamine)phosphine 
sont addrtionnes sous agitation en 30 min. Apres 20 min supplemental de reaction, le chlorhydrate est filtre sous 
atmosphere inerte. Le filtrat dilue dans 1 litre d'acetate d'ethyle est extrait 3 fois avec 150 ml de Tampon phosphate 
pH 7,00 puis seche sur Na 2 S0 4 . Apres concentration sous vide, le produit est purifie sur silice en presence de triethv- 
lamine. ( 7 

Le compose obtenu est le compos6 reference 9b represents par la formule VIII ci-dessous. 



O - (CH^ • CN 

(isoPr),-N -P <Q 

O - (CH^ - CN , 

™ ( VIII ) 



Exemple 3 : Ligands peptidiques 



Les peptides sont synthases sur une resine phenylacetamidomethyl (PAM) polystyrene/dfvinylbenzene (Applied 
Biosystems, Inc. Foster City, CA) par la methode en phase solide de Merrifield en utilisant un synthetiseur automatique 
Applied Biosystems 430A. Les acides amines sont couples sous forme d'anhydride symetrique a I'exception de la 
glutamme et de I'asparagine qui reagissent sous forme d'esters d'hydroxybenzotriazole (HOBT). Les acides amines 
utilises proviennent de chez Novabibchem (Lauflerlfingen, Suisse) ou de chez BACH EM (Bubendorf Suisse) 

La synthese chimique des peptides a ete realisee en utilisant un protocole de double couplage avec la NHnethyl- 
pyrrohdone (NMP) comme solvant. Les peptides ont ete coupes de leur resine ainsi que les protections laterales de 
manrare simullanee a I'aide d'acide fluorhydrique (HF) dans un appareillage approprie (HF appareil de coupure de 
Type I, Peptide Institute, Osaka, Japon). upui* 

Pour 1 9 de Peptidylresine, 10 ml de HF, 1 ml d'anisole et 1 ml de dimethylsulfure (DMS) sont utilises et le melange 
est agite durant 45 minutes a - 2° C. Le HF est alors evapore sous vide. Apres des lavages intensifs a Cether, le peptide 
est elue de la resine par de I'acide acetique 10 % puis de I'acide acetique concentre. Apres dilution par de I'eau le 
peptide est lyophilise. . 

Les peptides sont purifies par chromatographie liquids haute performance preparative sur une colonne VYDAC 
de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, Hesperia, CA, U.S.A). Uelution est realisee par un gradient d'ace- 
tonitnle § un debit de 22 ml/min. Les fractions colleges sont contr6lees par une elution en condition isocratique sur 
une colonne VYDAC C18 analytique (250 x 4,6 mm) a un debit de 1 ml/min. Les fractions qui presentent le meme 
emps de retention sont reunies et lyophilisees. La fraction majoritaire est ensufte analysee par CLHP analytique avec 
le systeme decrit precedemment. Le peptide qui est considere comme de purete acceptable se traduit par un pic unique 
representant 95 % minimum du chromatogramme.Les peptides purifies sont alors analyses dans le but de controler 
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leur composition en acides amines. II sont tout d'abord hydrolysis dans de I'HCI 6N (Pierce) additionne de phenol (1% 
final) a 110° C durant 24 h sous vide dans una station d'hydroiyse Picotag (WATERS, Millipore Corporation, Milford 
USA). L'analyse des acides amines est ensuite effectuee a Paide d'un analyseur d'acides amines BECKMAN 6300. 
La mesure de la masse moleculaire chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant la spectrometrie de 
s masse LS.I.M.S. en mode d'ion positif sur un instrument a double focalisation VG. ZAB.ZSEQ relie a un systeme 
d'acquisition DEC-VAX 2000 (VG analytical Ltd, Manchester, Angieterre). 



TABLEAU 2 



15 



Peptide 


Sequence 


Mute 


Masse 


Temps 






thforiquc 




de retention (*) 


G28K 


KG5KGSKGSKG5KGSKGSKGSKGSKGSKGG 


2712.04 


2712.2 


7.68 mn 


K20R 


kieplgvaptkakrrworekr 


256 1. J 


2560. 7 


1 7.98 mn 



(*) conditions de CLHP (chromatographie liquids haute pression) sur 
une colonne VYDAC 218 TP 52 (25 cm x 2,1 mm) selon les conditions 

20 suivantes : 

debit ss 0,25 ml/min, gradient de 0 > a 100 % B' en 30 min avec 

• Tampon A' = eau *+ 0,1% TFA (acide trif luoroacetique ) 

25 - Tampon B' =80% CH3CN, 0,1% TFA 

Exernple 4 : couplage d'un ligand, phosphoramidite. 

Le couplage d'un ligand phosphoramidite a un oligonucleotide est effectue selon le protocole general suivant : 
30 Un oligonucleotide est synthetise sur un appareil automatique APPLIED 381 A de la societe APPLIED BIOSYS- 

TEMS en utilisant lachimie des phosphoramidites selon le protocole du constructed. Le ligand phosphoramidite dis- 
sout dans de Pacetonitrile anhydre a une concentration de 0,2 M, est place en position X du synthetiseur et I'addition 
du ligand se fait a I'extremite 5' de I'oligonucleotide selon le protocole standard de la synthese automatique lorsque la 
synthase de I'oligonucleotide est achevee.Dans le cas ou le ligand est porteur d'un groupement protecteur dimethoxy- 
35 trityle, tel que pour les composes 1 et 9 a 12 d6crits pr6cedemment, il est necessaire d'effectuer une etape supple- 
mentaire de d£protection du groupement trityle par Pacide trichloroac6tique en fin de synthese. Apres deprotection 
une nuit a 55°C dans NH 4 OH 33 %, precipitation dans de I'ethanol a ~-20°C, I'oligonucleotide est seche sous vide et 
repris dans 1 ml d'eau. 

Pour les composes references 6 et 7, une £tape suppl6mentaire de clivage du groupement monornethoxytrityle 
40 est effectuee selon le protocole du fabricant (CLONTECH) apres deprotection. 

Pour les composes 11 et 12, le couplage est effectue selon le protocole general d6crit ci-dessus jusqu'a la depro- 
tection, mais le ligand est greffe sur la base terminate de I'extremite 5' de I'oligonucleotide J I faut noter par ailleurs que 
les ligands 1, 10, 11 et 12 peuvent s'additionner sur eux-memes par Pintermediaire du groupement hydroxyle liber6 
par detritylation. 

45 Dans le cas du compose portant la reference 13, la synthese automatique demarre par la silice greff6e par le ligand 
sur le protocole standard. Le couplage ligand et oligonucleotide s'effectue par I'extremite 3' de ce dernier. 

II est dans les connaissances de Phomme de I'art de fabriquer le support silice avec les ligands convenablement 
proteges pour la synthese automatique ou pouyant §tre deproteges comme explique precedemment. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies a leurs extremit6s 5' ou 3' sont purifies par chromatographie 
so jjquide haute pression en phase inverse sur une colonne Brownlee RP1B (10 mm - 25 cm), effectuant un gradient de 
10 a 35 % de Tampon B" en 30 minutes puis de 35 a 100 % de Tampon B" en 3 minutes: Les caract6ristiques des 
tampons A" et B B sont les suivantes : 

- Tampon A" = 0,1 M TEAA (triethylammoniumacetate), pH = 7,0 
55 . Tampon B H = 50 % A + 50%CH 3 CN 
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Exemple 5 ; Couplage d'un ligand thiophosphate a un oligonucleotide 

^ ^ Une solution 0,2 M du compose 9b dans CH 3 CN est additionnee, tel que precedemment decrit dans I'exemple 4 
a I'extremite 5' d'un oligonucleotide en supprimant I'etape d'oxydation par le melange l 2( H 2 O f THF, pyridine La cassette 
comportant la silice greffee par I'oligonucleotide est mise en contact 1 heure avec une solution de soufre a 5 % dans 
un melange CSg/Pyridine respectivement selon les proportions 50/50. Apres rincage soigneux par le melange CSJ 
pyridine, une deprotectfon est effectuee comme decrit precedemment. ^ 

Le tableau 3 ci^essous illustre les produits obtenus apres couplage des composes 1 a 1 3 precedemment decrits 
sur un oligonucleotide quelconque et deprotection, et donne egalement a titre de reference un oligonucleotide nu 
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TATttEftU 3 

par couplage avec X ligand X 



oligonucleotide - OH 



O 

3 ' oligonucleotide • 0-PO (CHj) B -OH 



; oligonucleotide • OPO (CH t ),0-CH t - ^^^ 
O- 



O 

II 

oligonucleotide 6 * • OPO-(CH,) t - 

i 

o 




o 

II 

3 4 oligonucteotide • OPO-(CH,),-CH, 



o 

II 

; oligonucleotide s ' • O-PO (CHJ.NH, 

I 



O 

II 

oligonucleotide ,'-0-PO-(CH,) tt -NH t 
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oligonucleotide • OP-OtCHJjNH, 

I 



oligonucleotide • O-P-OtCHJ.SCPh, 



oligonucleotid 



e .•-O-P-O- 



O 

II 

j* oligonuc!6otide /-O-P-s- 

I 



CHi-NH, 



II ./ 

oligonucleotide • OP-O-CHjCH ' 



9a 



9b 



10 



HD- 




^oligonucleotide ,'• o 



NH(CHj),-NH s 
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s 



NHtCH^NHCfCHJsNH; 




10 



HD , 




15 



/•oligonucleotide 8 ':0 



12 



20 



HOCHjCHCHjO oligonucleotide / • CH 



13 



25 



Exemple 6 : couplage d'un ligand peptidique k un oligonucleotide 

30 Le couplage d'un peptide k un oligonucleotide peut §tre effectue selon les methodes dites directes ou indirectes 

connues. Par methode directe, on entend le couplage par synthase automatique telle que decrite dans la publication 
de C. D. Juby, Tetrahedron Lett., 879 (1 991 ) et la methode selon laquelle on synthase un oligonucleotide ayant une 
fonction reactive k son extremite 5' ou 3' ou sur une base. On fait subir k I'oligonucieotide une etape de deprotection 
et on le couple k un peptide, prepare au pr6alable, par formation d'une liaison covalente entre deux fonctions r6actives 

35 compiementaires, Tune portee par I'oligonucieotide et I'autre par le peptide. Par exemple, on peut coupler des amines 
primaires avec un acide carboxylique active ou un aldehyde ou bien une fonction thiol avec un halogenoalkyle. M6thode 
de couplage indirecte signifie que I'oligonucieotide et le peptide sont chacun porteurs d'une fonction reactive identique 
ou differente I'une de I'autre, ces 2 fonctions n'etant pas compiementaires. En consequence, il est necessaire d'utiliser 
un agent intermediaire de couplage qui peut etre homobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou hetero- 

40 bifonctionnel si les deux fonctions sont differentes. Parmi les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le 
DITC (ph6nyiene-1,4-diisothiocyanate) lorsque les deux fonctions r6actives sont des fonctions amines primaires, le 
DSS (disuccinimidyisuberate) ou analogues. Parmi les agents de couplage heterobifonctionnels, on peut citer le SMCC 
(succinimidyl-4-(N-ma!6imidom6thyl)cyclohexane-1 -carboxylate) lorsque les deux fonctions reactives presentent cha- 
cune independamment de I'autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le SMPB (succinimidyl-4-(p-mal6i- 

45 . mido phenyl) butyrate ) ou analogues. 

Selon Pinvention, on a realise le couplage d'un oligonucleotide et d'un peptide par technique indirecte telle que 
d6crite en detail ci-apres. Mais bien entendu, ceci n'est qu'une illustration non limitative d'un mode de realisation 
particulier de invention. 

Aussi, selon I'invention, on arrive k synthetiser un oligonucleotide avec un ligand repr6sente par le compose 5, 
50 puis on p'rocede k une etape de purification comme decrit dans I'exemple 4. Aprfes sechage sous vide, I'oligonucieotide 
(3.10' 8 moles) a ete repris dans 25 |il de Tampon borate de sodium 0,1 M pH 9,3. On a additionne 500 \i\ k 30 mg/ml 
de DITC (Fluka 78 480) dans le DMF. Le melange a 6te agite 1 heure 30 min environ k 37°C avant addition de 3 ml d'H 2 0. 

Apres extraction de la solution par le butanol (3x3 ml), la phase aqueuse restante (600 est sechee sous vide, 
puis reprise par 1,5 10* 7 moles de peptides dans 300 pJ de tampon borate 0.1M pH 9,3. Apr£s une nuit de reaction k 
ss 37 D C sous agitation, le conjugu6 oligopeptide obtenu a 6te purifie surcolonne Brownlee RP 300 (4,6 x 100 mm) dans 
les conditions suivantes : 

On a utilise deux tampons respectivement C - 0.1 M TEAA, pH 8,0 et D = 50 % C + 50 % CH 3 CN. On a realise 
un gradient de 0 a 30 % de C en 30 min, puis de 30 k 100 % de C en 3 min. 
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En utilisant !es protocoles decrit precedemment, on a respectivement synthetise 3 oligonucleotides a, b et c 
couples ou non a divers ligands phosphoramidites, thiophosphates ou peptidiques. 
La sequence nucleotidique de ('oligonucleotide a est la suivante : 

5 ' -GCATTTAGAGCC-3 ' . 

^oligonucleotide b est represents par la sequence : 

5 ' -TGCATTTAGAGCC-3 f . 

^oligonucleotide c est caracterise" par la sequence 

5 ■ -TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3 ■ . 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4 ci-apres 



TABLEAU 4 



d - ougonucieouae - 3 


X 

(ugana; 


OLIGO 


TEMPS DE RETENTION (#) 
CLHP (minutes) 






a 


17.8 




E 

D 


a - b 


16,0 




ft 
Q 


a -e 


28,9 




8 


a -fl 


OCA 






b 


27.8 


X-TGOOTERGAGOC 


1 


b-1 


24,3 


xx-TOCMTraGaax 


1 


b-1 *2 


32,1 


xxx-iQCArrrsGAax 


1 


b-1 # 3 


34 r 5 


X-TGCATTTftGAQGC 


2 


b-2 


23,3 


X-TXX3TTTftGRG0C 


3 


b-3 


35,0 


X-TQCMTIJSfiX 


4 


b-4 


26,2 




5 


b-5 


17,0 


X-TQCMTERGAQCr: 


6 


b-6 


32,3 


x-TCCArmGflGcx: 


_ 7 


b-7 


16,5 


X-TCCArrTMSQOC 


8 


b-8 


33,8 


X-TOCRITmaGOC 


9a 


b*9a 


17,3 


x-rocarnjOGX 


9b 


b-9b 


16,4 


X-TGCAlTTftG&GX 


10 


b-10 


17,2 


X-TQCAITIMSGOC 


1 1 


b-11 


17.3 


X-TQCKnTOGftQOC 


12 


b-12 


18,2 


roamssiGX-x ,■ 


13 ; 


b-13 


17,0 






c 


17.5 


x-tctzoxmtioooqc^^ 


1 


c-1 


24.3 


XXX-TCH3ar2OTTC3mrTRt3^C : 


1 


c-1'3 


33,5 


X-TCT?m3OTTOm3CI70C 


5 


c-5 


17,1 




10 


C-10'9 


19,5 ( 


X3-TCI3m?m^CfiD0GCI3O€ | 1 1 


C-11 # 9 


19,2 I 
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TABLEAU 5 



5'- oligonucleotide - 3' 


PEPTIDE 


NOM 
ABRECjE 


TEMPS DE 
RETENTION 
CLHP (minutes) 


RATIO 


TG3A3TIAGAGCC 


G28K 


b-G28K 


25,7 


1.0 


QGATTTAGAQX 


G28K 


a-G28K 


24,8 


1.0 


TGC3OTIAGAGX 


K20R 


b-K20R 


36,1 


1.1 


TCTACXX2ffTTCAOOQCTACAC 


K20R 


C-K20R 


39,3 


0,9 



is dans lequel X caracterise le ligand selon la nomenclature utilis6e pr6c6demment, le symbole *n, n repr6sentant fe 
nombre 2, 3 ou 9, signifie que le ligand peut s'additlonner n fois sur lui-m§me. 

Le symbole - dans la colonne X du tableau 4 signifie que I'oligonucieotide est synthetise sans ligand. 
Le symbole # signifie que les conditions chromatographiques sont celles decrites pour I'exemple 4. 
Dans le tableau 5, ^oligonucleotide est quantify en picomoles par U. V. en mesurant I'absorbance k 260 nm, selon 
20 |e protocole Applied Biosystems. Le peptide est quantify en picomoles par analyse d'acides amines selon la methode 
d6crite dans I'exemple 3. Le ratio oligo/peptide est le rapport de ces deux valeurs. 

Exemple 7 : detection d'un fragment d'acide nucieique par la technique dite "sandwich". 

25 Dans une plaque de microtitration en polystyrene (Nunc 439454), sont deposes 100 u.l d'une solution d'un oligo- 

nucleotide de capture modifie ou non par un ligand k une concentration de 0,15 u.M dans du PBS 3X (0,45 M NaCI; 
0,15 M phosphate de sodium,; phi 7,0). La plaque est incubee deux heures k environ 37°C puis Iav6e 3 fois par 300 . 
uJ de PBS Tween® (0,15 M NaCI; 0,05 M phosphate de sodium; pH 7,0; 0,5% Tween® 20 (MERCK 822184)). 

50 uJ d'une sequence cible k differentes concentrations dans du tampon PBS saumon (PBS 3X + ADN de sperme 
30 de saumon 10 mg/ml (Sigma D9156)) sont ajout6s dans les puits, suivis de 50 uJ d'une solution d'un conjugue oligo- 
nucieotide-peroxydase k une concentration de 0,1 ng/uJ (15 nM) en oligonucleotides dans un tampon PBS - cheval 
(PBS 3X + 10 % de s§rum de cheval (BIOMERIEUX 55842)). 

La plaque est incubee 1 heure k 37°C et Iav6e par 3 fois 300 uJ de PBS Tween®. 

100 u.l de substrat OPD (ortho-ph6nyiene diamine, Cambridge Medical Biotechnology ref. 456), dans un tampon 
35 OPD (0,05 M acide citrique; 0,1 M NaH 2 P0 4 ; pH 4,93) de la concentration de 4 mg/ml, auxquels on ajoute extempo- 
ranement H 2 0 2 k 30 volumes au 1/1000, sont ajoutes par puits. Aprfcs 20 minutes de reaction, I'activite enzymatique 
est bloquee par 100 uJ d'H 2 S0 4 1 N. La lecture est effectuee sur un lecteur AXIAMicro Reader (BIOMERIEUX) 6492 nm. 

Exemple 8 : 

40 

Conformement au protocole general dScrit dans I'exemple 7, on a effectu6 la detection d'un fragment d'acide 
nucieique cible determine par la sequence 

4S 5 ' -AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTG 

CAATGTTGCCTTA-3', 

respectivement k une concentration de 10" 9 M et de 10' 10 M en utilisant un oligonucleotide de capture de sequence 
5'-TGCATTTAG AGCC-3' modifie ou non par un ligand et un oligonucleotide de detection conjugu6 k la peroxydase de 
so sequence 

5 1 - T AAGGCAACATTGCAAGAT A- 3 1 . 

55 Les resultats sont presentes aux figures 1 et 2 dans lesquelles les oligonucleotides de capture sont notes selon 

les regies definies precedemment dans les tableaux 4 et 5. 

L'effet de I'addition d'un ligand k Textremite d'un oligonucleotide sur I'efficacite de la detection peut se quantifier 
par ie ratio signal oligonucieotide-ligand/signal oligonucleotide nu. On entend par oligonucleotide nu, un oligonucleotide - 
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de synthese standard, c'est-a-dire 3' OH, 5' OH et ne possedant pas de ligand sur les bases. 

On a represents dans le tableau ci-dessous le ratio signal oligonucleotide-ligand/signal oligonucleotide nu, dans 
lequel X represente un ligand selon la terminologie utilisee precedemment et b represente un oligonucleotide tel que 
determine precedemment. 



TftRTiEAH 6 



X 


1 


2 j 3 


4 


5 


6 


7 


8 


Ratio b-X/b 


2,6 


1.3 1 1,5 


1,2 


8,2 


7,8 


6,3 


3,8 


X 


9a 


9b 


10 


11 


12 


13 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


0,5 


6,7 


7,1 


9,7 


1U 


6,8 


> 12,6 


> 12,6 



Ce tableau montre que Taddition d'un ligand sur un oligonucleotide permet d'augmenter de maniere importante le 
signal, jusqu'a plus de 10 tois dans certains cas.Tous les ligands^ n'ont pas le meme effet et la presence d'une amine 
primaire est un facteur determinant. Ceci est d'ailleurs confirme par les figures 1 et 2 (donnant les resultats obtenus 
(donnes en D.O. (densite optique)) avec diverses sondes de capture). 

Comme cela ressort des figures 1 et 2, il n'y a pas d'effet deja concentration en cible. 

Avec les ligands 5, 6, 7, 1 0 et 1 3 qui component une amine primaire sur une chaTne alkyle ramifiee ou non, le ratio 
b-X/b est compris entre 6,3 et 8,2, alors que pour les ligands 1, 2, 3, 4, 9 qui ne component pas d'amines primaires, 
ce ratio est compris entre 1 ,2 et 3,7. 

Dans le cas du ligand 9a, qui amene un groupement phosphate, I'effet est n6gatif avec un ratio de 0,5. 

Si le ligand amine est porte par une chaTne aliphatique greffee sur la base d'un nucleotide non complementaire 
de la cible, le meme effet d'augmentation du signal est visible, ce qui est le cas avec les ligands 11 et 12. 

Exemple 9 : 

On repete le protocole general decrit dans I'exemple 7 utilisant des ligands simples, des ligands pouvant s'addi- 
tionner sur eux-memes, des ligands peptidiques et un nucleotide thymine (T). ^oligonucleotide de capture b est ca- 
racterise par la sequence S'-TGCATTTAGAGCC-S'. 

Les resultats sont presentes a la figure 3 et dans le tableau 7. 



TABLEAU 7 



X 


1 


1*2 


1*3 


' 11 


11*9 


.T*9 


10 


10*9 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


2,6 


3,4 


4,6 


9,7 


>12,6 


•4,4 


7,1 


>12,6 


>12,6 


>12,6 



Comme cela ressort de cette figure et du tableau 7, dans lequel X represente le ligand, le symbole *n signifie le 
40 ligand pouvant d'additionner n fois sur lui-meme, b represente ['oligonucleotide de capture. 

La sensibilite de detection est augmentde par I'addition multiple du ligand, quel que soit le type de ligand, mais 
avec un effet trfcs marque lorsque le ligand est porteur d'une foncf ion amine. Cet effet de la fonction amine est confirme 
par la comparaison entre ligand 1 ((CH 2 ) 8 -OH) et le ligand 5 ((CH 2 ) 6 -NH 2 ) de I'exemple precedent. En effet, le ligand 
1 porteur d'un groupement hydroxyle, m§me additionnS 3 fois sur lui-meme, ne donne un gain que de 4,56, alors que 
45 le ligand 5 portant un groupement amine primaire produit un gain de 8,20. De meme pour le ligand thymine (T) addi- 
tionnS 9 fois sur lui-meme, le gain de sensibilite n'est que de 4,4 en comparaison avec le ligand 11 additionne 9 fois 
sur lui-meme, qui donne un gain de sensibilite de 12,6. Le ligand 11 differe du ligand thymine par la presence d'un 
bras aliphatique comportant une amine primaire sur la base T en position 5. 

so Exemple 10 : 

On utilise le meme protocole general que celui decrit dans I'exemple 7. On utilise une sonde de capture courte, 
referencee a, de sequence S'-GCATTTAGAGCC-S' et qui est raccourcie d'une base par rapport a la sonde b prece- 
demment testee. Les ligands couples a la sonde de capture sont respectivement les ligands phosphoramidite 5 et 6 
55 et le ligand peptidique G28K. 

La cible est deposee a une concentration egale a 10" 10 M. 

Comme cela ressort a la figure 4, la sensibilite de detection est augmentee en presence d'un ligand porteur d'une 
fonction amine primaire, par rapport a un oligonucleotide nu. Par ailleurs, on constate que la sensibilite de detection 
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est fortement augmentee en presence d'un ligand peptidique en comparaison avec un ligand phosphoramidite 5 et 6. 
Les resultats sont confirmes dans le tableau 8 ci-dessous, dans lequel X reprSsente le ligand, a l'oligonucl6otide. 



TABLEAU 8 



5 



X 


5 


6 


G2BK 


Ratio a-X/a 


3,2 


3,7 


8,9 



Exemple 11 : 

10 

On utilise un protocole de detection identique a celui decrit dans I'exemple 7. ^oligonucleotide de capture est 
1'oligonucleotide c de sequence 5 , -TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3 , modify k l'extremit<§ 5' par un ligand et qui est 
depos6 k une concentration de 0,30 pM La cible est composed de 5.10 9 Moles d'un melange d'ARN 16S et 23S E. 
Coli (commercialism par la soci6t6 BOEHRINGER sous la r6f6rence 206938) dans 50 \i\ d'un tampon PBS saumon. 
15 La sonde de detection couplee k la peroxydase a pour sequence 5 , -TCTAATCCTGTTTGCTCCC-3'. 

Comme montrS k la figure d, la sensibility de detection est augmentee par la presence d'un ligand et ceci d'autant 
plus qu'ori utilise un ligand coiipl§ plusieurs fois sur lui m§me. 

Les resultats sont confirmed dans le tableau 9 ci-dessous, dans lequel X reprSsente le ligand et c roligonucl6otide 
de capture. 
20 ; 

TABLEAU 9 



X 


1 


1*3 


5 


10*9 


11*9 


K20R 


Ratio c-X/c 


1,5 


1,8 


5,7 


8,2 


9,1 


9,6 



25 

On constate par ailieurs qu'avec une sonde de capture de 22 bases, les ligands 10 et 11 additionnes 9 fois sur 
eux-memes et le ligand peptidique K20R ont sensiblement le meme effet. 

Exemple 12 : 

30 

On utilise le m§me protocole que celui decrit dans Pexemple 7. On fait varier la nature du tampon de dilution de 
1'oligonucleotide de capture modifie par des ligands chimiques. L'oligonucleotide de capture est Poligo b tel que decrit 
prec6demment, mis en solution k 0,15 respectivement dans des tampons A*, B*, C*, D*. La cible S dScrite dans 
I'exemple 8 est deposed k une concentration de 10" 10 M. 

35 m ' 

A* = 150 mM phosphate de sodium pH 7,0 ; 450 mM NaCI 
B* = 150 mM phosphate de sodium pH 4,2 ; 450 mM NaCI 
C* = 150 mM phosphate de sodium pH 8,5 ; 450 mM NaCI 
• D* = 1 50 mM Tris pH 7,0 ; 450 mM NaCI. 

40 

Comme cela ressort de la figure 6, quel que sort le tampon, I'effet du ligand sur la sensibility de detection est 
consen/6. Cet effet diminue k pH acide avec le tampon B*. 

Exemple 13 : • 

45 

On va montrer maintenant I'effet du ligand sur la specificity. On utilise un protocole sandwich identique k celui 
decrit dans I'exemple 7 et 2 fragments d'ADN k une concentration de 10" 10 M comme cible. La sequence S ci-dessous 
est parfaitement homologue de 1'oligonucleotide de capture b modifte ou non par des ligands . 

La sequence SGT decrite ci-dessous contient un mSsappariement de type GT au milieu de la region complemen- 
so taire de la sonde de capture. 

3 ' - ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAATCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
55 ACTGGAA-5 1 
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sequence SGI = 

3 1 -ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAfiTCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
5 ACTGAA-5 ■ 

Le gain en signal amene par la presence d'un llgand ne doit pas diminuer la specificite de la detection. Le ratio 
signal S/signal SGT peut done servir de reference pour mesurer les performances du systeme. 

Les resultats sont presentes k la figure 7 et dans ie tableau 10 ci-dessous, dans lequel b represente I'oligonucleo- 
10 tide de capture et X le ligand. 



TABLEAU., 10 



b-X 


b 


b-l 


b-2 


b-3 


b-4 


b-5 


b-6 


b-7 


CIBLE/CIBLE MUTEE 


7,1 


7,8 


9,1 


8.2 


8.2 


9.5 


9.9 


15.3 


b-X 


b-8 


b-9b 


10 


1 1 


12 


13 


G28K 


K20R 


OlBLEyClBLfeKiUTEE 


6,8 




8.9 


7,9 


7,9 


8,6 


>4.7 


>3.2 



20 

On constate que le gain en signal amene* par le ligand ne diminue en rien la specificity de la detection. Dans |e 
cas de ('utilisation des ligands peptidiques, on note une diminution de gain en signal, en comparaison de celui obtenu 
avec des ligands phosphoramidites et ceci est du k une saturation du detecteur. En realite, la specificite de la detection 
n'est pas alte>6e par Putilisation du ligand peptidique. 

25 

Exemple 14 : 

i 

On realise la detection d'un fragment d'acide nucieique sur un automate VIDAS (marque enregistree - commer- 
cialism par la societe BIOMERIEUX SA - VITEK). La detection est effectu6e a Taide d'un support conique SPR (com- 

30 mercialise par la societe VITEK (USA),marque de commerce) realise k partir d'un materiau vendu sous la denomination 
K resine(qui est un copolymere butadiene-styrene) et d'une barrette. La reaction d'hybridation sandwich decrite dans 
le protocole ci-dessous se produit sur la paroi interne du cone. 

Sur la surface interne du cone SPR, sont fixes passivement des oligonucleotides modifies ou non par un ligand k 
une concentration de 0,15 \M dans un volume jde 315 ^1 d'une solution de PBS 4X (phosphate de sodium 200 mM pH 

35 7,0, NaCI 600 mM). Apres une nuit k temperature ambiante ou deux heures k 37°C, les c6nes sont Iav6s 2 fois par 
une solution de PBS Tween, puis sech6s sous' vide. La barrette contient I'ensemble des reactifs necessaires k la 
detection, e'est-^-dire : 

200 nl d'une solution k 15 nM d'un oligonucleotide de sequence 5'-TAAGGCAACATTGCAAGATA-3' couple k 
I'extremite 5' k la phosphatase alcaline, 3 fois 600 jil de solution de lavage PBS Tween et une cuvette de substrat. 
40 Dans le premier puits de la barrette,. est depose 200 ^l de la cible k une concentration de 10~ 9 M dans le meme 

tampon que pour I'exemple 7. 

Apres incubation 30 minutes du c6ne par le melange cible plus sonde de detection, le c6ne est lave 3 fois par une 
solution de PBS Tween. 250 jil de substrat MUP (methyl-4 umbellif6ryl phosphate) en solution dans un tampon di6- 
thanolamine sont aspires dans le cone, puis relaches dans une cuvette de lecture. L'appareil mesure le signal fluo- 
45 rescent exprime en RFU (unites relatives de fluorescence) de la cuvette. 

Les resultats sont representes k la figure 8 et dans le tableau 11 ci-dessous dans lequel X represente le ligand, 
*n signrfie addition n fois du ligand sur lui-meme J b represente ^oligonucleotide de capture tel que represente prec6- 
demment. 

so. TABLEAU 11 



X 


1 


1*2 


1*3 


3 


5 


6 


8 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


2,3 


2,8 


4,'B 


2,7 


20,4 


26,9 


21,6 


>43 


>43 



55 Les resultats confirment I'effet du ligand dans Pameiioration de la sensibilite de detection et le role preponderant 

des ligands portant au moins un groupement fonctionnel amine primaire. 
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EXEMPLE 15 

On effectue la detection tfune sequence d'acide nucieique selon le protocoie sandwich.tel que decrit dans I'exemple 
7 en utilisant des plaques de polystyrene irradi6es ou non irradi§es commercialis6es par la societe NUNC respective- 
5 ment sous les references 439454 et 269620. 

Le fragment d'acide cible est un fragment d'ADN du papillomavirus de type 16 (region E7) utilis6 k une concen- 
tration de 10' 10 M. 

La sequence de I'oligonucieotide de capture utilise, reference d, est : 

10 

5 ' -GACAACTGATCTCTAC- 3 ' . 

La sequence de I'oligonucieotide de detection, couple k I'extremite 5' k la phosphatase alcaline, est : 

is 

5'-CCGGACAGAGCCCATTAC-3' 

Les r6sultats sont presents dans les tableaux ci dessous 1 2 et 1 3. 
20 TABLEAU 12 



25 



30 



OLIGO -LI G AND 


PLAQUE NON IRRADIEE 


PLAQUE IRRADIEE 


d 

d-5 


0,100 D.O. 
0,180 D.O. 


0,230 D.O. 
0,490 D.O. 


TABLEAU 13 


OL1GO-LIGAND 


RAPPORT SIGNAL IRRADIEE/NON IRRADIEE 


d 

d-5 


2,3 
2,7 



Les resultats ci-dessus confirment le r6le preponderant du ligand dans la sensibilite de detection. Par ailleurs, on 
constate une amelioration de la sensibility de detection lorsqu'on utilise des plaques de microtitration irradtees. 

35 

EXEMPLE 16 

On effectue la detection d'une sequence d'acide nucieique selon le protocoie sandwich sur I'automate VI DAS selon 
le protocoie d6crit dans I'exemple 14 en utilisant des cones de K resine respectivement irradies ou non irradies. Ces 
40 c6nes sont commercialisms par la soci6t6 VITEK SYSTEM. 

L'ADN, les oligonucleotides de capture et de detection utilises sont identiques k ceux decrits dans I'exemple 15. 
Le ligand utilise est celui reference precedemment dans I'exemple 5. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 14 ci-dessous. 

45 ' TABLEAU 14. 



OLIGO -LIGAND 


. SPR NON IRRADIE 


SPR IRRADIE 


d 


84RFU 


540 RFU 


d-5 


1302 RFU 


3917 RFU 



50 

Les rapports de detection SPR activ6/SPR hon active sont de : 



55 



OLIGO-LIGAND 


RAPPORT active/non active 


d 


6,43 


d-5 


» 3,00 



Les resultats ci-dessus confirment encore I'effet du ligand sur la sensibilite de detection. Par ailleurs, on constate 
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une diminution du gain du signal lorsqu'on utilise des cones irradies, mais ceci est dO a une saturation du detecteur. 
Le rapport est done nettement superieur a 3,00 (»3,00). 

EXEMPLE 17 

5 

On met ci-apres en evidence la stabilite des cones utilises a differentes temperatures. 

En effet, dans le cas d'utilisation de c6nes pour Pautomate VI DAS, comme composants de la trousse de detection 
de fragments d'acides nucleiques, ceux ci doivent etre vendus prets a I'emploi, e'est a dire avec I'oligonucieotide de 
capture immobilise. Un facteur determinant de leur utilisation est leur stabilite dans le temps. Des experiences de 
10 stabilite ont ete effectuSes a trois temperatures differentes, respect ivement 4°, 20°C et 37°C. Les resultats obtenus 
sont resumes dans le tableau 15 ci-dessous apres 42 jours pour chaque temperature : 



TABLEAU 15 


TEMPERATURE 


RAPPORT SIGNAL jour 42/jour 1 


4° 


100% 


20° 


98% 


37° 


86% 



Les resultats ci-dessus montrent i'excellente stabilite des cones utilises apres 42 jours de conservation dans un 
rSfrigerateur a une temperature de 4°C. Par ailleurs, une augmentation de ia temperature n'affecte que tres peu la 
stabilite des produits. 

Comme cela ressort de tous les exemples precedemment decrits, I'addition d'un ligand a un fragment d'acide 
nucleique augmente dans tous ies cas la sensibilite de detection. Cet effet est encore accru lorsqu'on utilise un ligand 
portant au moins un groupement fonctionnel polaire tel qu'un groupement amine. Par ailleurs, la fixation du ligand sur 
le support solide est tres facile puisqu'elle se fait directement par adsorption passive. L'hypothese ernise pour expliquer 
I'adsorption passive directe du ligand sur le support est la combinaison d'interactions hydrophobes entre la partie 
hydrophobe du ligand et le support et d'interactions polaires entre les groupements polaires du ligand et des groupe- 
ments polaires du support, ces derniers pouvant §tre apportes lors du processus de polymerisation du support ou par 
une irradiation du support apres polymerisation. 



Revendications 

35 1. Procede ^immobilisation par fixation passive nori specifique, sur un support solide, d'un fragment d'acide nuclei- 
que comportant moins de 100 nucleotides, dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous !a forme 
d'un derive resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moleculaire inferieure 
a 5000 et comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas susceptible de reagir 
sur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit dep6t, etant entendu que lorsque 

40 ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide qui a 6te modifie de facon a 

porter ledit groupement fonctionnel polaire. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracteris6 par le fait que ledit groupement fonctionnel est choisi parmi les 
groupements amine, hydrazino, imino, azido, thiophosphate, hydrazono, sulfamoyle, thiocarboxy, amide eventuel- 

45 lement substitue, triazano, triazeno, amido, semicarbazono, carbamoyle, cyano, carboxyle, hydroxy alkylthio et 

arylthio. 

3. Procede selon ia revendication 2, caracterise par le fait que ledit groupement fonctionnel polaire est choisi parmi 
les groupements amine, hydroxy, amido, carbamoyl, alkylthio, arylthio et thiophosphate. 

so 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise par le fait que ledit groupement amine est choisi parmi les groupe- 
ments amino, amidino, guanidino, triazinyle, indolyle et imidazolyle. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit ligand comprend 
55 au moins un groupement hydrophobe. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait que ledit groupement hydrophobe est choisi parmi les 
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groupements hydrocarbones £ventuellement insatures ayant 2 k 30 atomes de carbone. 

7. Proc6de selon la revendication 6, caract6rise par le fait que ledit groupement hydrocarbon^ est choisi parmi les 
groupements alkyle, alkyl&ne, alctnyle, alcenyl£ne, les groupements aryles et aryl&nes, et les groupements alkyle, 
alkylene, alc£nyle ou alc6nylene Sventuellement interrompus ou substitues par au moins un groupement aryl&ne 
ou aryle. 

8. Proc£de selon Tune quelconque des revendications 5 & 7, caract£ris6 par le fait que ledit ou lesdits groupement 
(s) hydrophobe(s) est ou sont substitu6(s) par ledit ou lesdits groupement(s) fonctionnel(s) polaire(s). 

9. Proc£dS selon Tune quelconque des revendications pr§c6dentes, caract£ris6 par le fait que ledit ligand est lie a 
un nucleotide terminal dudit fragment. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caract£ris6 par le fait que ledit ligand est Ii6 k Pextr6mit6 3' ou 5' dudit fragment. 

11. Proc6d£ selon la revendication 9, caract6ris6 par le fait que ledit ligand est lid k la base dudit nucleotide terminal. 

12. Proc6de selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract£ris6 par le fait que ledit ligand comprend 
un groupement choisi parmi : 

les groupements de formule (I) : 



25 



30 



o 



po-z-o-p-dz 



x* 



n 



(I) 



35 



40 



dans laquelle n est zero ou un nombre entier de 1 k 30, 

les groupements 2 sont choisis parmi les groupements alkylene et alc6nyl£ne ayant 2 k 30 atomes de carbone, 
71 est un groupement alkyle ou alcenyle ayant 2 k 30 atomes de carbone, X et X 1 reprSsentent independamment 
-0-M+ -S"M + ou un groupement alkyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M + etant un cation alcalin 
ou NH 4 + , etant entendu que I'un au moins des groupements Z et/ou Z' est substitu6 par un groupement fonc- 
tionnel polaire ou par un groupement portant un groupement fonctionnel polaire ; 
les groupements de formule (II) : 



45 



-Z-NHC 



ill) 



50 



dans laquelle n, Z et 71 sont dSfinis comme pr6c6demment, 
et les groupements de formule (III) : 



55 



-L (III) 

dans laquelle L est un reste peptidyle comprenant au moins un motif d6riv6 d'un acide amine comportant une 
chaine laterale substitute par un groupement fonctionnel polaire. 
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13. Precede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formule (I), n etant zero ou 
un nombre entier de 1 k 10, 2 est un alkylene ayant de 2 a 12 atomes de carbone, et Z' est un alkyle ayant de 2 
a 12 atomes de carbone, Tun au moins des groupements Z et Z' etant substihte par au moins un groupement 
amine, hydroxy ou hydrazine 

14. Precede selon la revendication 13, caracterise par le fait que n = O et X represente OM+ 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise par Je fait que ledit ligand repond k la formule (II), avec n = O, et 
71 represente un groupement alkyle ayant 3 & 1 2 atomes de carbone, substitue par au moins un groupement amine. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise par le fait que ledit groupement alkyle est en outre substrtue par 
au moins un groupement hydroxy. 

17. Procede selon la revendication 12, caracteris<§ par le fait que ledit ligand repond k la formule (II), avec n = 1 , et Z 
represente un alkylene ou alcenylene ayant au moins 2 atomes de carbone et 71 represente un groupement alkyle 
substitue par au moins un groupement amine. 

18. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formule (II), avec n = 0. 

19. Procede selon la revendication 1 2, caracterise par le fait que ledit ligand repond k la formule (III), et que ledit acide 
amine comportant une chaine laterale substitute est choisi parmi la lysine, I'arginine, I'omithine, la glutamine, 
I'aspargine, la serine, la threonine, la tyrosine, I'histidine et le tryptophane. 

20. Proc6de selon la revendication 12, caracterise" par le fait que -L est choisi parmi : 

(KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 k 15 
- Kl E PLG VAPTKAKRRWQRE KR 

21. Proc$d6 selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit support solide 
est realise en un materiau choisi parmi des polysaccharides comme la cellulose et les derives de cellulose tels 
que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose, des polymeres vinyliques tels que le polychlorure de vinyle, le poly- 
ethylene, le polystyrene, ies derives polyacryliques et les polyamides ainsi que des copolymers correspondents. 

22. Procede" selon la revendication precedent^ caracterise' par le fait que ledit copolymere est un copolymere chlorure 
de vinyle/acetate de vinyle, chlorure de vinyle/propylene, ou un copolymere de styrene tel qu'un copolymere bu- 
tadiene-styrene. 

23. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledrt copolymere styrene contient de 10 k 
90 % de poids en motifs styrene. 

24. Procede selon Tune quelconque des revendications 21 k 23, caracterise par lefait que ledit support est un support 
\ modifte par irradiation. 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit fragment immo- 
bilise contient moins de 50 et en particulier moins de 30 nucleotides. 

26. Support sur lequel est immobilisee par fixation passive une sequence nucieotidique, caracterise par le fait que 
ledit support peut §tre obtenu selon le procede de Tune quelconque des revendications precedentes. 

27. Utilisation d'un support selon la revendication precedente, dans un procede de detection ou de purification, selon 
les techniques connues, d'une cible nucieotidique contenant une sequence compiementaire decelle dudit fragment 
immobilise. 

28. Utilisation selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit fragment immobilise est employe 
comme sonde de capture. 
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Claims 

1 . Process for immobilization by non-specific passive fixation, on a solid support, of a nucleic acid fragment containing 
less than 100 nucleotides, in which process the said fragment is deposited on the said support in the form of a 
derivative resulting from the covalent coupling of the said fragment with a ligand having a molecular mass of less 
than 5000 and containing at least one polar functional group, the said derivative not being capable of reacting with 
the said support with the formation of a covalent bond under the conditions of the said deposition, it being under- 
stood that, when the said ligand is a nucleotide or oligonucleotide, it comprises at least one nucleotide which has 
been modified so as to carry the said polar functional group. 

2. Process according to Claim 1 , characterized in that the said functional group is chosen from amine, hydrazino, 
imino, azido, thiophosphate, hydrazono, sulphamoy!, thiocarboxyl, optionally substituted amide, triazano, triazeno, 
amido, semicarbazono, carbamoyl, cyano, carboxyl, hydroxyl, alkyfthio and arylthio groups. 

3. Process according to Claim 2, characterized in that the said polar functional group is chosen from amine, hydroxyl, 
amido, carbamoyl, alkylthio, arylthio and thiophosphate groups. 

4. Process according to Claim 3, characterized in that the said amine group is chosen from amine, amidino, quanidino, 
triazinyl, indolyl and imidazolyl groups. 

5. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the said ligand contains at least one 
hydrophobic group. 

6. process according to Claim 5, characterized in that the said hydrophobic group is chosen from optionally unsatu- 
rated hydrocarbon groups having 2 to 30 carbon atoms. 

7. Process according to Claim 6, characterized in that the said hydrocarbon group is chosen from alkyl, alkylene, 
alkenyl and alkenylene groups, aryl and arylene groups and alkyl, alkylene, alkenyl or alkenylene groups which 
are optionally interrupted or substituted by at least one arylene or aryl group. 

8. Process according to any one of Claims 5 to 7, characterized in that the said hydrophobic group or groups is or 
are substituted by the said polar functional group or groups. 

9. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the said ligand is bonded to a terminal 
nucleotide of the said fragment. 

1 0. Process according to Claim 9, characterized in that the said ligand is bonded to the 3' or 5' end of the saidf ragment. 

11. Process according to Claim 9, characterized in that the said ligand is bonded to the base of the said terminal 
nucleotide. 

1 2. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the said ligand contains a group chosen 
from: 

- the groups of formula (I): 
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o 



-po-z-o-poz 



(I) 



in which n is zero or an integer from 1 to 30, 

the groups Z are chosen from alkylene or alkenylene groups having 2 to 30 carbon atoms, Z' is an alkyl or 
alkenyi group having 2 to 30 carbon atoms and X and X' independently represent OM+ -S"M + or an alkyl, 
alkoxy, aryloxy, aminoalkyl or aminoalkoxy group, M + being an alkali meta! cation or NH 4 + , it being understood 
that at least one of the groups Z and/or Z is substituted by a polar functional group or by a group carrying a 
polar functional group; 
- the groups of formula (II): 



0 




(II) 

in which n, Z and Z are defined as above, 
and the groups of formula (III): 



(III) 

in which L is a peptidyl radical comprising', at least one unit derived from an amino acid containing a side chain 
substituted by a polar functional group. 

13. Process according to Claim 12, characterized in that the said ligand corresponds to the formula (I), n being zero 
or an integer from 1 to 10, Z is an alkylene having from 2 to 12 carbon atoms and Z is an alkyl having from 2 to 
1 2 carbon atoms, at least one of the groups Z and Z being substituted by at least one amine, hydroxyl or hydrazino 
group. 

14. Process according to Claim 1 3, characterized in that n = 0 and X represents OM+. 

15. Process according to Claim 13, characterized in that the said ligand corresponds to the formula (II) where n = 0 
and Z represents an alkyl group having 3 to 12 carbon atoms, substituted by at least one amine group. 

1 6. Process according to Claim 15, characterized in that the said alkyl group is also substituted by at least one hydroxyl 
group. 

17. Process according to Claim 12, characterized in that the said ligand corresponds to the formula (II) where n = 1, 

Z represents an alkylene or alkenylene having at least 2 carbon atoms and Z represents an alkyl group substituted . 
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by at least one amine group. 

18. Process according to Claim 12, characterized in that the said ligand corresponds to the formula (II), where n = 0. 

19. Process according to Claim 12, characterized in that the said ligand corresponds to the formula (III) and in that 
the said amino acid containing a substituted side chain is chosen from lysine, arginine, ornithine, glutamine, as- 
paragine, serine, threonine, tyrosine, histidine and tryptophan. 

20. Process according to Claim 12, characterized in that -L is chosen from: 

(KGS) m -KGG, m being an integer which may vary from 1 to 15, and 
- Kl EPLG VAPTKAKRRWQREKR 

21. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the said solid support is produced 
. from a material chosen from polysaccharides, such as cellulose, and cellulose derivatives, such as cellulose ac- 
etate and nitrocellulose, vinyl polymers, such as polyvinyl chloride, polyethylene, polystyrene, polyacrylic deriva- 
tives and polyamides as well as the corresponding copolymers. 

22. Process according to the preceding claim, characterized in that the said copolymer is a vinyl chloride/vinyl acetate 
or vinyl chloride/propylene copolymer or a styrene copolymer, such as a butadienestyrene copolymer. 

23. Process according to the preceding claim, characterized in that the said styrene copolymer contains from 10 to 
90% by weight of styrene units. 

24. Process according to any one of Claims 21 to 23, characterized in that the said support is a support modified by 
irradiation. 

25. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the said immobilized fragment contains 
less than 50 and in particular less than 30 nucleotides. 

26. Support on which a nucleotide sequence is immobilized by passive fixation, characterized in that the said support 
may be obtained according to the process of any one of the preceding claims. 

27. Use of a support according to the preceding claim, in a process for the detection or the purification, in accordance 
with known techniques, of a nucleotide target containing a sequence complementary to that of the said immobilized 
fragment. 

28. Use according to the preceding claim, characterized in that the said immobilized fragment is used as capture probe. 



PatentansprGche 

1. Verfahren zur Immobilisierung eines Nukleinsaure-Fragments mit weniger als 100 Nukleotiden durch passive, 
nicht-spezifische Fixierung auf einem festen Trager, bei dem man auf dem Trager das Fragment in Form eines 
Derivats aufbringt, das durch kovalente Kupplung des Fragments mit einem Liganden erhalten wird, der ein Mo- 
lekulargewicht unter 5000 und mindestens eine funktionelle, polare Gruppe aufweist, wobei das Derivat nicht ge- 
eignet ist, unter Bildung einer kovalenten Bindung unter den genannten Bedingungen des Aufbringens zu reagie- 
ren, der Ligand ein Nukleotid Oder Oligonukleotid ist und mindestens ein Nukleotid umfaBt, das auf eine Weise 
modifiziert wurde, daft es die funktionelle, polare Gruppe tragt. 

2. Verfahren gemaG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi die funktionelle Gruppe ausgewahlt ist aus den Grup- 
pen: Amin, Hydrazin, Imino, Azido, Thiophosphat, Hydrazon, Sulfamoyl, thiocarboxy, gegebenenfalls substituier- 
tes Amid, Triazan, Triazen, Amido, Semicarbazon, Carbamoyl, Cyano, Carboxyl, Hydroxy, Alkylthio und Arylthio. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da3 die funktionelle, polare Gruppe ausgewahlt wird aus 
den Gruppen: Amin, Hydroxy, Amido, Carbamoyl, Alkylthio, Arylthio und Thiosphosphat. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Amingruppe ausgewahlt ist unter den Gruppen: 
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Amino, Amidino, Guanidino, Triazinyl, Indolyl und Imidazolyl. 



10 



5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand mindestens eine 
hydrophobe Gruppe aufweist. 

6" Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da3 die hydrophobe Gruppe unter gegebenenfalls unge- 
sattigten Kohlenwasserstoffgruppen mit 2 bis 30 Kohlenstoffatomen ausgewahlt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Kohlenwasserstoflgruppe aus Alky!-, Alkylen-, Al- 
kenyl-, Alkenylengruppen, Aryl- und Arylengruppen oder Alkyl-, Alkylen-, Alkenyl- oder Alkenylengruppen ausge- 
wahlt ist, die gegebenenfalls durch mindestens eine Arylen- oder Arylgruppe unterbrochen oder substituiert sein 
konnen. 



8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe(n) Gruppe(n) durch 
15 die genannten funktionellen, polaren Gruppen substituiert ist bzw. sind. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da3 der Ligand an ein terminales 
Nukleotid des Fragments gebunden ist. 

20 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand an das 3'- oder S'-Ende des Fragments 
gebunden ist. 
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11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand an die Base des terminalen Nukleotids 
gebunden ist. 

12. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekenzeichnet, daB der Ligand eine Gruppe umfaBt, 
ausgewahlt aus: 



30 



Gruppen der Formel (1); 
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in der n Null oder eine ganze Zahl von 1 bis 30 bedeutet, 

die Gruppen Z ausgewahlt sind aus Alkylen- und Alkenylengruppen mit 2 bis 30 Kohlenstoffatomen, Z eine 
Alkyl- oder Alkenylgruppe mit 2 bis 30 Kohlenstoffatomen bedeutet, X und X' unabhangig -0"M + , -S'M + oder 
eine Alkyl-, Alkoxy-, Aryloxy-, Aminoalkyl- oder Aminoalkoxygruppe bedeuten, M+ ein alkalisches Kation oder 
NH 4 + bedeutet, mit der MaBgabe, daB mindestens eine der Gruppen Z und/oder Z* durch eine funktionelle, 
polare Gruppe oder eine Gruppe substituiert sein kann, die eine funktionelle, polare Gruppe tragt; 

Gruppen der Formel (II): 
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in der n, Z und Z' die oben angegebene Bedeutung aufweisen, 
Gruppen der Formel (111): 

-L (III) 



in der L einen Peptidylrest bedeutet, der mindestens eine Einheit aufweist, die von einer Aminosaure abgeleitet 
ist, die eine Seitenkette aufweist, die durch eine funktionelle, polare Gruppe substituiert ist. 

10 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand der Formel (I) entspricht, n Null oder eine 
ganze Zahl von 1 bis 10 bedeutet, Z ein Alkylen mit 2 bis 12 Kohlenstoffatomen ist, Z' ein Alkyl mit 2 bis 12 
Kohlenstoffatomen bedeutet, wobei mindestens eine der Gruppen Z und 71 durch mindestens eine Amin-, Hydroxy- 
oder Hydrazingruppe substituiert sind. 

15 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB n = 0 und X OM + bedeuten. 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand der Formel (II) entspricht, wobei n = 0 
bedeutet und Z' eine Alkylgruppe mit 3 bis 12 Kohlenstoffatomen ist, die mindestens durch eine Amingruppe sub- 

20 stituiert ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Alkylgruppe auBerdem mindestens durch eine 
Hydroxygruppe substituiert ist. 

25 17. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand der Formel (II) entspricht, wobei n = 1 
bedeutet, Z ein Alkylen oder Alkenylen mit mindestens 2 Kohlenstoffatomen ist und Z' eine mindestens durch eine 
Amingruppe substituierte Alkylgruppe bedeutet. 

18. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand der Formel (II) entspricht, wobei n = 0 ist. 

30 

19. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand der Formel (III) entspricht und die eine 
substituierte Seitenkette tragende Aminosaure ausgewahlt ist aus: Lysin, Arginin, Omithin, Glutamin, Asparagin, 
Serin, Threonin, Tyrosin, Histidin und Tryptophan. 

35 20. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daS -L ausgewahlt ist aus: 

(KGS) m -KGG, wobei m eine ganze Zahl von 1 bis 15 bedeutet, 
- KIEPLGVAPTKAKRRWQREKR. 

40 21. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet; daB der feste Trager aus einem 
Material hergestellt wird, ausgewahlt aus Polysacchariden wie Cellulose und Cellulosederivaten wie Cellulose- 
acetat und Nitrocellulose, Vinyipolymeren wie Vinylpolychlorid, Polyethylen, Pblystyrol, Polyacylsaurederivaten 
und Polyamiden sowie den entsprechenden Copolymerisaten. ' 

45 22. Verfahren nach dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das Copolymere ein Vinylchlorid/ 
Vinylacetat-Copolymeres, Vinylchbrid/Propylen-Copolymeres, oder ein Copolymeres des Styrols wie Butadien/ 
Styrolist. 

23. Verfahren nach dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das Styrol-Copolymerisat 10 bis 90 
so ' Gew.-% Styrol-Einheiteh enthalt. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 23! dadurch gekennzeichnet, daB der Trager ein durch Strahlung 
modifizierter Trager ist. 

ss 25. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das immobilisierte Fragment 
mindestens 50, im besonderen mindestens 30 Nukleotide enthait. 

26. Trager, auf dem durch passive Fixierung eine Nukleotid-Sequenz immobilisiert ist, dadurch gekennzeichnet, daB , 
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der Trager nach einem der Verfahren der vorstehenden Anspruche erhalten wurde. 

27. Verwendung eines Tragers nach dem vorstehenden Anspruch, in einem bekannten Identifizierungs- Oder Reini- 
gungs-Verfahren fur ein Nukleotid-Target, enthaftend eine zu dem immobilisierten Fragment komplementare Se- 
quenz. 

28. Verfahren nach dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB das immobilisierte Fragment als Fan- 
ger-Sonde verwendet wird. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 7 



DO 

saturation 
d6tecteur 



3000 



2000 



1000- 




m cab)»S 

□ cibteS/SGT 



• itititi 



sondo do capture 



FIGURE 8 



RRJ 



4000n 



3000- 



2000- 



1000 




SONDE DE CAPTURE 



33 



